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РАСПРВДЕЛЕНИЕ ЧАСТОТ АЛЛВЛЕЙ И ГЕНОТИПОВ
полиIиорФных вАриАнтов G894T и т78бс гвнА
ЭНДОТЕЛИАЛЬНОЙ СИНТАЗЫ ОКСИДА АЗОТА У МУЖЧИН
Гроёненскuй еосуdарсmвенньtй меduцuнскuй yHuBepcLtmem, Гроdно, Беларусь
I-{ель исследования - оценка распределения частот аллелей и генотипов
полиморфизмов G894T и Т786С гена эндотелиальной синтtlзы оксида азота у мужчин,
проживающих в Гродненской области. Обследовано 79 здоровых молодых мужчин. При
оценке всц)ечаемости генотипов полиморфизма G894T у исследуемых установлено, что
генотип GG имеется у 49,4 %о, генотип GT -у 44,ЗО^, генотип ТТ - 6,З 0/о. Генотип ТТ
полиморфизма Т786С выявлен у З6,7 0/о обследуемых, генотип ТС - у 48,1 0%, генотип
СС - у |5,2О/о мужчин данноЙ выборки. Поrryченные результаты указывают на нЕuIичие
определенньш вариантов распределениrI частот аллелей и генотипов полиморфизмов G894T
и Т786С гена эндотелиальной синтазы оксида €вота.
Ключевьtе слова: G894T полиморфизм, Т786С полиморфизм, ген эндотелиальной
синтtlзы оксида азота.
Введение. Функциональное состояние организма и его возможности выполнения
различных объемов физической работы в значительной степени определяются рядом
составJuIющих функциональной системы транспорта кислорода. Ее деятельность направлена на
достижение адекватного количества кислорода в различные ткани с учетом их потребностей в
нем и возможностями их полноценного использованиjI. Адаптация к гипоксии определяется как
генотипическими, так и приобретенными особенностями организма, проявляющимися на
уровне системных и лок€lтьных молекулярно-кJIеточных свойств [З]. В настоящее время
накоплен значительный материал о механизмах, реryлирующих процессы транспорта
кислорода, и все более привлекает внимание исследование молекулярно-генетических
факторов, определяющих юробные процессы организма.
Развитие и проявление физическrоr качеств человека подчинено сложной цепи
взаимодействиrI генетическIltх факrоров и внешнего влIбIни;I окружающей среды, при этом, по мере
1тrryбления знаний об организации генома человекц появлrIется все больше данньIх о механизмах
работы генов, ответственных за проявление физиологических и метаболическшс функций [7].
Следует отметить, что ряд важнейшrпr функций в организме осуцествJuIет монооксид азота (NO),
который, явJIяrIсь сигнальной молекулой, обеспечивает реryJIяцию сосудистого то}Iуса,
функционирование нервной, дьжательной, пищеварительной, иммунной и другеD( физиологических
систем, пролиферацию клеток, играет важную роль в процессах гемостuIза, апоптоза, передачи
паракринного сигнаJта l24], Образование оксида азота в организме человека основано на
ферментативной трансформации ryанидинового фермента полузаменимой а]\{инокислоты L-
аргинина под воздействием ферментов семейства цитохром Р-450 NО-сиrrrаз фiОС):
нейрона-llьной, маrqрофагальной и эндотелиzrльной (эNОС-З) t1]. Выявлено 11 видов полиморфньпr
вариантов гена эNОС, из которьж наиболее известны G894Т (Glй98Asp) и Т786С. Определенные
полиморфше €шлельные варианты гена эNОС явJuIются маркерами дисфункции эндотелиrI и
предикторами ряда сердечно-сосудистьD( заболеваний [9].
Активность эндотелиzrльной NО-синтазы, кодируемой геном эNОС, вызывает интерес с
позиций проявлениrI человеком физическrж качеств, так как ее недостаточн€и активность ведет к
нарушению кровоснабженшI органов и тканей, транспорта кислорода кровью, ок€lзывает влIuIние
на сократительнуто функцию сердца как в покое, так и при действии на организм физической
нагрузки [2; 15]. Ген эNОС-З локализован в хромосоме 7q35-36, состоит из 26 экзонов с общим
размером 21кб ||4], при этом ряд его полиморфньIх вариантов, обусловливающих уменьшение
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концентраЦии ]ýО в шIазме щрови, имеюТ существенНое функцион€Lтьное значение. В частности,
речь идеТ о полиморфизме G894T (Glu298Asp), опосредУющем замещение ryанина тимидином в
позиции 894 в экзоне 7, что ведет к замене гл},тамина аспарагином в позиции 298 фермента эNоС
И, СООТВетСтвенно, сни)кению базального образования оксида азота|22) и полиморфизма Т786С, в
КОТОРОМ ПРОИСХОДИТ ЗаМеНа ТИМИНа На ЦитОЗИН В ПОЗиции 786, также опредеJUIющем существенное
СНИ)КеНИе СИНТеЗа эндотелиztльного No [1З]. Источники литературы свидетельств}.ют, что нzlJIиIIие
В ГеНОТИПе ПОлиморфизма гена эNОС-3 в муIации G894T даже одного €шлелrI Т связано с
ПОВЬ]ШеННЫМ РискоМ развитиJI ишемиIIескоЙ болезни сердца, в свою очередь риск развитиrI спазма
КОРОНаРНЬГХ аРтериЙ существенно повышается в присутствии €rjUIeJUI С в генотипах полиморфизма
Т786С ЭтОгО же гена [18]. В связи с изложенным целью исследованиrI явилась оценка
распределения частот а,rлелеЙ и генотипов полиморфизмов G894T и Т786С гена эNОС-3 у мужчин
- жителей Гродненской области.
МаТеРИалы и меТоДы. Объектом исследования явиJIись здоровые молодые мужчины в
ВОЗРаСТе 1824 лет (п:79), уроженцы Гродненской области. ,Щобровольность участия
подтверждалась письменным информированным согласием. Кровь забирали для исследований
МИНИМУМ ЧеРеЗ 12 Ч После последнего приема пищи из локтевоЙ вены в состоянии покоя в
ШПРИЦ 5 Мл, содержащиЙ 0,5 мл антикоагулянта (З,8%-ный раствор натрия цитрата).
Исследование одобрено комитетоМ по биомедицинской этике уО <<Гродненский
государственный медицинский университет).
Определение полиморфных вариантов гена эNОС-З по двум локусам - Т-786С и G984T,
ПРОВОДИЛИ МеТОдОм полимеразноЙ цепноЙ реакции с детекциеЙ результата в режиме реuLтьного
ВреМени. Выделение ЩIК осуществлlIли с помощью наборов реагентов (ДНК-ЭКСПРЕСС-
КРОВЪ) (<Литею>, РФ), предназначенньж для выделениjI геномной ЩНК из лейкоцитов цельной
ВеНОЗНОЙ КРОВи. Пр" вьuIвлении каждого полиморфного варианта гена использовали
соответствУющие наборы реактивоВ производсТва <<Синтол) (РФ). Набор реагентов состоял из
НеСкОльких компонентов, включающих Taq ЩНК-полимеразу, разбавитель, 2,5-кратную
Реакционнlто смесь с двумJI €Lллель-специфичными зондами, помеченными р€влилtными
фЛЮОРОфОРаМи. Рабоч}то реакционную смесь готовили согласно инструкции производитеJuI,
ИСХОДЯ ИЗ КОЛИЧеСТВа иссЛеДУемьrх образцов, а также трех положительньIх и отрицательного
КОНТРОЛеЙ. Амплификацию исследуемого локуса ЩНК проводили на ампфлификаторе KRotor Gene-
Q> (<Qiagen>, Германия). Щискриминацию аллелей осуществлrlли средствами программного
Обеспечения амп,тификатора, в основе которых лежит зависимость интенсивности флюоресценции
соответствующего цраситеJuI и колиIIество копий исследуемого )л{астка гена. В ходе анilJIиза
ПОл)Денных результатов проверяли соответствие контрольньIх генотипов зrUIвленным.
Распределение частот генотипов исследуемых полиморфных локусов проверяли на
СООтветСтвие равновесию Харли-ВаЙнберга с помощью критерия 1'Пирсона. СтатистическиЙ
аНаЛиЗ ПРОводили общепринятыми методами с помощью программного обеспечения Statistica,
Microsoft Excel.
РеЗультаты и их обсуждение. Проведена оценка распределениJ{ частот аллелей
ПОЛИМОРфиЗмов GB94T и Т786С гена эNОС-З у мужчин, проживающIтх в Гродненском регионе
(таблица). Распределение полиморфньгх вариантов изучаемого гена в данной выборке не
откJIоIш{ется от равновесия Харди-Вайнберга, что свидетельствует об отсутствии сторонних
влияниЙ (мутации' дрейф генов' не случайНое сцрещиВание) на генети!IесЧло структуРУ данной
Выборки. При изучении частот распределения аллелей полиморфизма G894T установлено, что из
79 ИСПЫryеМЫх у 9З,]Уо в генотипе присутствует zUIлель G, в то время как чшлель Т наличествует у
50,6Уо добровольцев.
Оценка распределениrI частот аллелей полиморфизма Т786С гена эNОС-3 у ланной
категориИ испытуемьIх покalзuulа' что у 84,8О% добровольЦев в генотиПе имеетсЯ ЕUUIелЬ Т, в то времr{
как €Lплель С был наЙден в генотипе у бЗ,ЗО/о испытуемьIх.
ПРи оценке встречаемости генотипов полиморфизма G894T у обследуемьIх лиц фис.1)
НаМИ бЫЛО вьuIвлено, что гомозиIотныЙ доминантныЙ генотип (GG) имеетсяу 49,4О/о мужчин.
гетерозиготный генотип изучаемого полиморфизма определен у 44,зyо тестируемых
лиц. Частота встречаемости рецессивного гомозиготного генотипа (тт) у данного
КОНТИНГеНТа СОСТаВЛяеТ всего 6,ЗYо. Результаты свидетельствуют, что в данноЙ выборке
ГеНОТИП ТТ встречается в 7,8 раза реже, чем генотип GG, и в 7,0 раза реже, чем генотип GT.
ПРИ ЭТОМ при сравнении наличия генотипов GG, GT, содержащих доминантный аллель G, с
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ИСПЫТУеМЫМИ, ИМеЮЩиМи гоМоЗиготныЙ рецессИВныЙ генотип ТТ видно, что частота его
ВСТреЧаеМости в 14,8 раза ниже, чем генотипов, имеющих доминантныЙ аллель G. В свою
ОЧеРеДЬ, КОЛИЧеСТВО ЛИЦ, ИМеЮщих В Генотипе рецессивныЙ аллель Т практически равно
числу добровольцев, обладающих доминантным гомозиготным генотипом GG.
Таблица. Распределение частот аJIлелей полиморфньгх вариантов G894T и Т786С гена эNОС-З у
мужчин
Полиморфизм Распределение генотипов
Частота
аллелей
равновесие
харди*вайнбепга
G894T GG, Gт GT. тт G/T х, р,74 40 0,72/0,28 0,605 0.4з,7
т786с тт, тс тс. сс TlC х р
61 50 0,61/0,39 0.006 0.9з8
пl-ст
2-GG
il
Рис. 1. Встречаемость генотипов полиморфного
варианта G894T гена эNОС у лиц мужского пола.
Оценка частоты распределения генотипов полиморфизма Т786С гена эNОС-З у лиц,
УЧаСТВОВаВШих В исследовании, показала (рис. 2), что гомозиготныЙ генотип, включающиЙ
два доминантных аллеля Т присутствует у З6,'7Уо обследуемых.
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2. Распределение генотипов полиморфного
Т786С гена эNОС у здоровых молодых
Гетерозиготный генотип полиморфизма Т786С гена эNОС-З у данного контингонта
ВСЦ)еЧаеТСЯ В 4B,Io/o от Всех из)цаемьIх образцов щрови, а генотип, имеющиЙ два рецессивных
€IJLЛеJUI С - всего у \5,2Yo мужчин данноЙ выборки. Следует отметить, что у изучаемоЙ когорты
ИСПЫТУеМЬIХ КОЛИlIеСТВО ГеНОТИпОВ имеЮщIzD( ЕlJШеЛЬ Т (ТТ, ТС) в 5,б раза больше, чем генотипа
СС. В свою очередь, гомозиготный доминантный генотип ТТ наблюдается в |,7 раза реже, чем
генотипы, имеющие €lJIлель С. В целом, гетерозиготный генотип полиморфизма Т7ВбС гена эNОС-
3 у обследуемьIх встречается в 1 ,З раза чаще, чем гомозиготный доминантный геноти Tl, и в З ,2 раза
чаще, чем гомозиготный рецессивный генотип.
В исследовании |2З) при оценке распределениrI частот аллелей полиморфизма G894T
(Glu298Asp) гена эNОС-3 у жителей Китая встречаемость генотипов GG, GT и ТТ составила 65,4О/о,
26,5Уо и 8,|О/о в контрольноЙ группе (п:262) и 46,2О/о, З7 ,8ОА и |6,0Yо в группе лиц с аваскуJирным
некрозом головки бедренноЙ кости (lz:260). J. Sladowska-Koziowska t20] отмечает, что из
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126 европеЙцев с перВиt{ноЙ гипертензией генотиП GG, GT и ТТ имеют 60, 5З и 1З человек,
соответственно, при этом частоТа встречаеМости aJUIеJUI Т в данной исследуемой группе cocTaBJUIeT
52,4 оА. В работе F. Polat и соавт. [17] частота всц)ечаемОсти генотипов ТТ, ТС и СС полиморфизма
т786С гена NOC у лиц-уроженцев Турции с раком мочевого гryзыря (п:75) составила 24 Q2Й),4о(5з%) и 11 (15%) и в контрольной группе (п:lа\ - 56 (з9%),72 (iO%) и ts 1t 10%), соответственно.Как видно, изу{ение распределениrI частот а_llлелей и генотипов полиморфизмов G894T и Т786С
гена эNос-з вызывает существенный интерес в р€вличных регионах проживаниrI человека, так как
появJUIется значительное количество HoBbIx данньж об ассоциации yкutзaнHblx полиморфизмов с
р€Iзвитием ряда патологий.
Реryляция гена эNоС-З представляет собой сложный процесс, в результате которого
конечная концентрация этого фермента явлlIется следствием действия многlD( факторов, включаяактивность промоторного ответа, действие факrоров, обеспечивающих различrтый период
полужизнИ мРНК, реryJUIциЮ экспрессиИ в отвеТ на разлиtIные физиоло."чЪ.*. cr"ryn"i ;8;.Общее колиIIествО, синтезиРуемогО No, сУдЯ пО }ровнЮ Nоз-, колеблется от l50 до
1000 мкмоль/сут [21]. Образование No эндотелием iп situ или в культ}ре примерно равно
4 пмоль/кr белка./мин, что в перерасчете на общ}то массУ эндотелия 1,5 кг дЙорганизма человека
cocTaB,,LIeT 1728 мкмольlсут ||2]. Оценка образования No в организме (мЪтодом вдыхания
стабильного изотопа кислорода ''Оr) показала, что скорость его образования cocTaBJuIeT 0,З8 + 0,06
мк-пlоль/кг/Ч, а общее с},точное количествО 600-700 мкмоль tlq]. В качестве стимуjUIторов
повышени,I концентрации цитозольного Са2* в эндотелии, а, следовательно, и активаторов NOC
выступают физические стимулы (давление сдвига и т.д.), нейротрансмиттеры, гормоны, аутокоиды
и факторы свертываниrI црови, что приводит к реличению синтеза эндотелиrlJIьного No [4].РегуляторНые механиЗмы Nо-сиНтазной активности могут быть мишенью различныхтерапевтических воздействий, обусловливая адекватную деформацию либо дезорганизацию
плазматической мембраны [16]. У лиц, гомозиготНых по €uтЛеЛю 4а гена NOC, уровеньнитратоВ и нитритоВ в крови, напрямуЮ связанный со скоросТью выработки No эндотелием
сосудов, выше, чем У лиц С ДругиМ генотипом, что свидетельствует о потенциальной ролигенотипа 4а/4а как фактора риска развития заболеваний, сопровождающихся нарушением
нормальной выработки No [10]. Выявлена ассоциация G894T и YNTR(27) полиморф"*о"..rru
эNоС с гемореологическими параметраМи: у пациентов с генотипом ТТ .rопrrорфйзма G894T
установлено значительное снижение агрегации эритроцитов в сравнении с лицами, имевшими в
генотипе аллелЬ G (индекС агрегациИ 54,7+З,2Уо в сравнении с 61,0+0,9О/о, Р:0,024), в свою
очередь, у лиЦ с генотипОм аа*аЬ полиморфИзма VNТR(21) лри сопоставлении а пациентами,
имеющими генотип Ьь, индекс агрегации эритроцитов был статистически значимо ниже
(5 8,'7 *\,|Уо и бЗ,'7 +1,2О/о соответственно, р<0,0 1 1 ) t l 1 ].
Аэробные возможности органиЗма определяются функциональными возможностями
р€вличных механизмов, обеспечивающих перенос О2 К Тканям. {оставка кислорода является
результатом тесной интеграции кислородсвязывающих свойств крови и кроъообращения,
деятельность которых координируется большим числом генов, вовлеченных в адаптацию
организма к физичесКим нагрузКам [3]. Состояние системЫ L-аргинин-Nо может определять
функциональные свойства гемоглобина rтутем модификации его сродства к кислороду через
внутриэритроцитарные механизмы регуляции, кислородзависимый характер образования NO,
регуляцию сосудистого тонуса, действие пероксинитрита [6], Их влияние на модуляцию
кислородсвязывающих свойств крови может иметь важное значение для процессов газообмена
за счет гетерогенности эндотелия по Nо-образующей функции и особенностей объемного
содержания крови в различных отделах сердечно-сосудистой системы (в терминальных
артериолах и капиллярах) [5].
гипоксия индуцирует экспрессию ряда генов, отвечающю( за образование фактора ростаэндотели,I, эритропоэтина, эндотелинЩ которые обеспечиваюТ усиление процессов
васкулJ{ризации, образОвание эритРоцитов, вzвоконстрИкцию, что, в конечном итоге, направлено на
ПОДДеРЖаНИе КИСЛОРОДНОГО ГОМеОСТаЗа. В ЭТОМ аСПекте можно цредположить, что у лиц с
различными полиморфными вариантами геноТипов и а-гlлелей гена эндотелиа-пьной Nо-синтазы
адаптивные возможности механизмов транспорта кислорода буryт различны. днализ
приспособИтельньIХ изменений кислородсвязывающих свойств крови при дисфункции эндотелиrI и
гипоксии, следует рассматривать именно в аспекте молекулярно-генетических особенностей
функционИрованиrI системЫ L-аргинин-NО. В форМировании нарушениЙ кислородтранспортной
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функции крови мог}"т }л{аствовать полиморфизмы гена NОС-З, так как только синтезируемый в
адекватном колиIIестве No поддерживает нормzlJIьный кровоток и транспорт кислорода к TKaH'IM.
Закlrючение. Таким образом, пол)ленные результаты укzlзывают, что распределение частот
аллелей и генотипов полиморфньIх вариантов G894T и Т786С гена эндотелиальной NО-синтазы в
исследуемой погryляции сопоставимы с данными др}тID( регионов. Особенности полиморфизмов
}.казанного гена необходимо у{итывать при оценке юробньж процессов и физических
возможностеЙ человека. ЩальнеЙшее исследование генетических факторов важно дJUI пониманиrI
механизмов, формирующих аэробный метаболизм организма.
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r. r. ZINCHUK, D. D ZHADZKO, т. L. STEPURO, N. r/. нLUтюNд
ТНЕ ALLELE AND GЕNОТYРЕ FREQUENCY DISTRIBUTION ОF ENDOTHELIAL
NITRIс oxIDE SYNTHASE GENE G894T AND т78бс POLYMORPHISMS IN мЕг{
Grоdпо State Medical (Jпiчеrsiф, Grоdпо, Belarus
Summary
The study objective was to assess allele and gепофре frequency distribution of endothelial nitric
oxide synthase gene G894Т and Т786С polymorphisms in males. Тhеrе wеrе examined 79 healthy young
males lived in Grodno Region. Assessment of prevalence of gепофреs оf G894T polymorphism in
subjects showed that GG genotype was present iп 49 .4Yо of subjects, GT genoýpe - iп 44.ЗО/о subjects, and
ТТ genotype - iп 6.ЗYо оf subjects. The ТТ genoýpe of Т786С polymorphism was found in З6.'lО/о of
subjects was investigated, ТС genoýpe - in 48.1% of subjects, and СС gепоФре - п 15.2% of males of
this sample. The obtained results show presence of parlicular variants of allele and gепофре frequency
distribution the G894T and Т786С polynorphisms of endothelial nitric oxide synthase gene.
Кеу words: G894T polymorphism, Т786С polymorphism, endothelial nitric oxide sylthase gene.
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